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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad progresiva irreversible del cerebro, de patogenia
compleja. La enfermedad se caracteriza desde el punto de vista anatédmico, por pérdida de neuronas y sinapsis,
presencia de placas seniles, ovillos neurofibrilares y de degeneracion neurofibrilar. En este estudio, se
analizaron las frecuencias de los polimorfismos de Ala-73Thr (G>A) en el gen CST3 y Ala-224Val (C>T) en el gen
CTSD mediante PCR-RFLP e lle-58Thr (T>C) y Ala-9Val (T>C) en el gen MnSOD mediante secuenciacion
automatica, y su asociacion con la enfermedad de Alzheimer en pacientes del Hospital Andrade Marin (HCAM)
en Ecuador. Se analizaron muestras de sangre de 56 individuos afectos de EA del Servicio de Neurologia del
HCAM vy 55 individuos controles asintomaticos. Los resultados de los genotipos obtenidos mediante la técnica
PCR-RFLP y secuenciacion automatica fueron analizados con el programa SSPS v.17. El polimorfismo (T>C) de
lle-58Thr no presentd relacidon con la enfermedad ya que no se encontraron variantes polimdrficas. Al realizar
el calculo de Hardy Weinberg y el analisis de Chi-cuadrado se mostré que al comparar la poblacion afecta con
los controles para Ala-73Thr (G>A) existieron diferencias estadisticamente significativas y adicionalmente que
esta poblacion no estaba en equilibrio. Para Ala-9Val (T>C) no existieron diferencias estadisticas significativas y
la poblacion mostraba equilibrio. Estas dos variantes no mostraron relacién con la enfermedad, lo que fue
comprobado también con el analisis de Odds ratio. Por otro lado, el polimorfismo Ala-224Val (C>T) mostré ser
importante en los tres analisis; el homocigoto raro TT presentd un valor significativo OR de 9, es decir, que un
portador que posea el genotipo TT tiene 9 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer que un

portador homocigoto CC normal.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is a progressive irreversible brain illness of complex pathogenesis which is sometimes
hereditary. From the anatomical point of view, its findings include loss of neurons and synapses, presence of
senile plaques, neurofibrillar tangles and neurofibrillar degeneration. In this study, we analyzed the frequencies
of the Ala-73Thr polymorphisms (G>A) in the CST3 gene and Ala-224Val (C>T) in the CTSD gene by PCR-RFLP
and lle-58Thr (T>C) and Ala-9Val (T>C) in the MnSOD gene by capillary sequencing. The association of the
above variants with Alzheimer's disease in patients from the Carlos Andrade Marin Hospital (HCAM) in Ecuador
was then studied. Blood samples were obtained from 56 affected individuals from the Neurology Department
of HCAM, and 55 control subjects. The results of genotypes obtained by PCR-RFLP and capillary sequencing
were analyzed by using the SSPS v. 17. Polymorphism (T>C) of lle-58Thr has no relationship with the disease
since no polymorphic variant was found. After calculating the Hardy Weinberg and Chi-square analysis it was
showed that, when comparing the frequency of Ala-73Thr (G>A) in the affected population versus the control
group, there was a statistically significant difference while no equilibrium was demonstrated. For Ala-9Val
(T>C), there were no statistically significant differences and the population was in equilibrium. These two
variations were unrelated to the disease, which was also found in the Odds ratio analysis. In contrast, Ala-
224Val polymorphism (C>T) was shown to be important in the three analyses; rare homozygote TT showed a
significant value of OR with 9, it means, when a carrier has the genotype TT, it has 9 times higher risk of

developing Alzheimer's disease than the homozygous CC normal carrier.

Key words: Genetic polymorphisms, Alzheimer’s disease, PCR-RFLP, capillary sequencing.



INTRODUCCION

Alzheimer es una enfermedad progresiva e irreversible del cerebro, de patogenia compleja, a veces
hereditaria, que se caracteriza desde el punto de vista anatémico, por pérdida de neuronas, presencia de
placas seniles, ovillos neurofibrilares y degeneracién neurofibrilar’. Los ovillos neurofibrilares son
complementos de la proteina microtubular TAU. Estos se pueden observar mediante microscopia electrénica y
tienen forma de filamentos helicoidales pareados. Las placas seniles o neuriticas estan constituidas por la
sustancia B-amiloide resultado de una acumulacién de varias proteinas en una reaccién inflamatoria’. Gran
parte de los casos estudiados son esporadicos y un 5% tiene un patrén de herencia autosémica dominante®.

Se considera que la enfermedad de Alzheimer interviene del 60% al 70% en los casos de deterioro
cognitivo en ancianos, tiene un grado de afectacion del 10% en individuos mayores a 65 afios y un 40% para
ancianos mayores a los 85 afios’. Mundialmente, casi 35.6 millones de personas padecen esta demencia. Se
espera que para el afio 2030 se incremente este valor a 65.7 millones y se triplique para el afio 2050°. Se
reportan 7.7 millones de casos de demencia cada ano, determinando un nuevo caso en cualquier parte del
mundo cada 4 segundos®. La enfermedad de Alzheimer causa morbilidad y mortalidad prematura en casi 2 de
cada 3 individuos durante su vida’.

En el Ecuador, segun el INEC, en el afio 2007 el total de defunciones fue de 58,016 personas de las
cuales 161 individuos fallecieron de demencia y enfermedad de Alzheimer lo que corresponde al 0.27%. En el
ano 2008 el niumero de fallecidos fue de 60,023; 177 fallecieron por esta causa correspondiendo al 0.29%. En el
afo 2010 incrementé el total de fallecidos a 61,681 por lo tanto existe un incremento en la mortalidad general
y mortalidad por demencia y enfermedad de Alzheimer.

Gracias al desarrollo de la genética molecular se han podido realizar estudios sobre las enfermedades
neurodegenerativas, lo que ha permitido entender las bases genéticas de estos procesos para poder encontrar,
con mas investigacion, un mejor tratamiento o cura para estas afecciones. Uno de los factores genéticos que
podria influir en el desarrollo de la enfermedad es el gen MnSOD, que proviene de la familia hiero/manganeso

superodxido dismutasa y codifica una proteina por el ADN nuclear pero su actividad bioldgica esta localizada en
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la mitocondria hacia donde es transportada mediante un proceso de traslacién®. Esta enzima convierte los
radicales superoxido (ROS) en oxigeno molecular y H,0,, el mismo que puede ser luego neutralizado por la
glutatidn peroxidasa, peroxiredoxin reductasa y catalasa, ademds se une a los subproductos de superdxido de
la fosforilacidn oxidativa y los convierte en perdxido de hidrégeno y oxigeno diatdmico. Las mutaciones de este
gen se han asociado con miocardiopatia idiopatica (IDC), envejecimiento prematuro, enfermedades
esporadicas de las neuronas motoras y el cancer’.

Segun evidencias mostradas anteriormente, MnSOD sugiere ser critico para que las neuronas
sobrevivan al dafio oxidativo™. Ya que SOD juega un papel importante entre las enzimas antioxidantes, protege
al cerebro contra ROS y si es que existe un cambio en la actividad de esta enzima en la mitocondria, existiran
disfunciones en los mecanismos de los cuales es responsable®*.

Por otro lado, la cistatina es una familia de proteinas, conformada por tres grupos: cistatinas tipo 1y
2 y los quinindgenos. Las proteinas cistatinas de tipo 2 son una clase de inhibidores de la proteasa cisteina,
encontrada en fluidos y secreciones donde parece tener funciones protectoras. El gen CST3 se encuentra en el
locus cistatina del cromosoma 20 y codifica la mayor parte de inhibidores extracelulares de las proteasas
cisteinas. Una mutacion en este gen ha sido relacionada con angiopatia amiloide. La expresion de esta proteina
en las células vasculares del musculo liso de las paredes es muy reducida en lesiones aterosclerdticas y
aneurisma adrtico, estableciendo su rol en la enfermedad vascular™.

La aspartil proteasa lisosomal catepsina D estd implicada en la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y Creutzfeldt-Jakob®. La catepsina D es una proteasa acidica
intracelular que tiene relacidn con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, ya que genera fragmentos de
beta-amiloide (AB) a partir de la division de la proteina precursora amiloide APP y la degradacion de la proteina
TAU en varios fragmentos”.

La variante lle58Thr afecta la estabilidad de la interface de la proteina tetramérica y reduce la
actividad bioldgica de MnSOD. En este polimorfismo se sustituye T = C (dbSNP ID = rs7855) provocando un

cambio de una Isoleucina por una Treonina, en el codén 58 del exén 6 en la region 6g25~. A su vez, el



polimorfismo Ala-9Val es el producto de una sustitucién de T = C (dsSNP ID = rs4880) en el codén 9 del exdn 2
en la regién 625, produciendo un cambio de Valina a Alanina. Esta sustitucion induce cambios de
conformacién en la secuencia mitocondrial de orientacidn (MTS) de la estructura hojas plegadas B a hélice-a y
debido a esto no se puede realizar correctamente el transporte hacia la mitocondria™.

Ya que la cistatina C es un inhibidor de la proteasa cisteina lisosomal interviene en el envejecimiento
neuronal o en la muerte celular de la enfermedad de Alzheimer. El polimorfismo que causa este proceso
corresponde al gen CST3 localizado en la posicidn 73 del exdn 1, resultando en un cambio de G = A (ds SNP ID
= rs1064039), lo que lleva a una sustitucién de Alanina por Treonina®.

El gen CTSD se encuentra en el cromosoma 11 en la region 15.5 y el polimorfismo Ala-224Val se ubica
en el exdén 2 en la posicidn 224. Este resulta en un cambio de C = T (ds SNP ID = rs17571), que consiste en una
sustitucion de un residuo de Alanina por Valina. Este polimorfismo causa un aumento de la secrecién pro-CTSD
y la maduracion intracelular®®.

El objetivo de este trabajo fue analizar las frecuencias polimérficas de Ala-73Thr en el gen CST3 y Ala-
224Val en el gen CTSD mediante PCR-RFLP e lle-58Thr y Ala-9Val en el gen MnSOD mediante secuenciacion,
para determinar su asociacion con la enfermedad de Alzheimer en pacientes del Hospital Andrade Marin en

Ecuador.



MATERIALES Y METODOS

En este estudio caso control retrospectivo se utilizaron muestras de sangre periférica de pacientes con
posible diagndstico de Alzheimer. Los controles utilizados forman parte del banco de ADNs del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UDLA. Se analizaron 55 casos controles y 56 casos afectos. En ambos grupos
se contd con informacidn de edad, sexo, un historial clinico con su consentimiento informado y el grupo de
individuos afectos contd con el diagndstico confirmado de la enfermedad de Alzheimer. Este estudio fue
aprobado por el comité de Bioética de la UDLA. En ambos grupos se contd con informacién de edad, sexo, un
historial clinico con su consentimiento informado y el grupo de individuos afectos conté con el diagnéstico

confirmado de la enfermedad de Alzheimer®.

Genotipaje

La extraccion de ADN se realizé a partir de muestras de sangre periférica mediante el kit Pure Link™
Genomic DNA Mini de Invitrogen seguida de la cuantificacion utilizando el Qubit” dsDNA HS Assay Kit.

En cuanto al polimorfismo lle-58Thr del gen MnSOD se amplificé un fragmento de 264 pares de bases
(pb), los primers utilizados fueron FW: 5’-TCCAGGGGAAGTACTGTTTG-3’ y RV: 5-GCAGACCTCTTTGATGGTTG-
3’.Con respecto al polimorfismo Ala-9Val del gen MnSODse amplificd un fragmento de 217pb con la utilizacién
de los primers FW: 5'-GCTGTGCTTTCTCGTCTTCA-3’ y RV: 5-CAACGCCTCCTGGTACTTCT-3’.Para el gen CST3 se
obtuvo un fragmento de 262pb, los primers utilizados fueron FW: 5’-TATCTAGCTCCAGCCTCTCG-3’ y RV: 5'-
TACATGTCGTTGCTGGCTTT-3’. Por ultimo, para el gen CTSD se amplificé un fragmento de 303pb con Ia
utilizacién de los primers FW: 5’-GTCCATGTAGTTCTTGAGCA-3’ y RV: 5'-GGTGACCACTTCTTAGGACT-3".Todas las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 50uL, para cada polimorfismo se utilizd una variacion
de entre 0.5-2.5mM de Mg"*, las concentraciones de dNTPs fueron de entre 0.1-0.3mM, las concentracion de

primer fue de 0.2mM excepto en el polimorfismo del gen CTSD en el cual se utilizé 0.4mM de primer FW y RV,

se utilizé 2.5U de Platinum® Tag ADN polimerasa de Invitrogen, 1X de PCR buffer 10X y se aforé con H,0 MiliQ.



El programa de amplificacidn para los polimorfismos lle-58Thr y Ala-9Val del gen MnSOD consistié en
10 min de desnaturalizacidén a 95°C, 45 segundos de desnaturalizacién a 95°C, 1 min de anillamiento a 60.3 y
62°C, respectivamente, 45 segundos de elongacién a 72°C por 35 ciclos y 3 min de elongacion final a 72°C.

Para el gen CST3 el programa de amplificacion consistié en 10 min de desnaturalizacién a 95°C, 30
segundos de desnaturalizacién a 95°C, 30 segundos de anillamiento a 53°C, 45 segundos de elongacién a 72°C
por 35 ciclos y 3 min de elongacién final a 72°C. Por ultimo, para el gen CTSD programa consistio en 10 min de
desnaturalizacién a 95°C, 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 45 segundos de anillamiento a 60°C, 45
segundos de elongacion a 72°C por 35 ciclos y 3 min de elongacién final a 72°C. La verificacién de los
ampliconesse realizd mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se los observé en un transiluminador
uVv.

Para el analisis de los polimorfismos de los genes CST3 y CTSD se utilizé la técnica PCR-RFLP. Las
enzimas de restriccién utilizadas para digerir los fragmentos fueron Eagl/ y Acil (New England Biolabs)
respectivamente. A 30uL de producto de PCR se agregd 0.4ulL de Enzima (10,000 U/mL), 5uL de NEBuffer 10X y
14.6puL de H,0 MiliQ dando asi un volumen final de 50pL. Se incubd por 3 horas a 37°C.

Los fragmentos obtenidos a partir de la PCR de los polimorfismos del gen MnSOD se los secuencid con
la utilizacién de BigDye® Terminator v3.1 y v1.1 Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems™ para el
polimorfismo Ille-58Thr y Ala-9Val respectivamente en el analizador genético 3130 de Applied Biosystems. Los
resultados de los diferentes genotipos para lle-58Thr, se los puede observar en la figura 1; para Ala-9Val en la
figura 2 y figura 3.

Los fragmentos, de acuerdo al genotipo, de los individuos analizados luego de la digestidn con
enzimas de restriccion del gen CST3 se muestran en la figura 4: Ala/Ala = 132pb y 130pb, Val/Val = 262pb y
Ala/Val = 262pb, 132pb y 130pb; y los productos de la digestion del gen CSTD fueron la/Ala = 76pb y 77pb,
Val/Val = 153pb y Ala/Val = 153pb, 77pb y 76pb (figura 5). La determinacion de los fragmentos se realizd

mediante electroforesis en geles de agarosa al 4% y revelados en un transiluminador UV.



Analisis estadistico

Se empled un andlisis estadistico de tipo descriptivo que incluye el cdlculo de frecuencias alélicas de los
polimorfismos estudiados, tanto en los genotipos de los individuos controles y afectos, y se realizo el cdlculo de
la frecuencia de Hardy-Weinberg. Para establecer si existen diferencias significativas entre los dos grupos y los
polimorfismos estudiados se realizo la prueba chi-cuadrado de Pearson con un grado de libertad y la prueba de
Odds Ratio con una tabla de contingencia (2x2) para determinar el riesgo de desarrollar la enfermedad de
Alzheimer en presencia de los polimorfismos en los grupos estudiados mediante el programa SPSS v.17 (SPSS,

Chicago, lllinois).



RESULTADOS

En la tabla 1 se agrupd los resultados de los genotipos observados, mostrando la distribucién total de Ia
poblacién en estudio. En cuanto al polimorfismo CST3 (Ala-73Val) (G>A), se puede constatar que el mayor
porcentaje de individuos poseen el alelo normal G. De igual manera en el polimorfismo CTSD (Ala-224Val) (C>T)
existe un mayor porcentaje del alelo C normal en la poblacion. Por su parte, en el polimorfismo MnSOD (lle-
58Thr) (T>C) se encontrd solamente el alelo G normal en toda la poblacién, por lo que no se realizd ningln
calculo estadistico adicional. Finalmente, los datos obtenidos para el polimorfismo MnSOD (Ala-9Val) (T>C)
revelan al alelo C raro con un mayor porcentaje que el normal en la poblacion.

En la tabla 2 se muestra el analisis de Hardy-Weingberg, se describe la distribucion de las frecuencias
fenotipicas y alélicas. Para el polimorfismo Ala-9Val se pudo observar en la poblacidn afecta 13 individuos
homocigotos normales (T/T), 24 individuos heterocigotos (T/C) y 19 individuos homocigotos raros (C/C). Por
otro lado, en el grupo control se determiné 8 individuos homocigotos normales (T/T), 26 individuos
heterocigotos (T/C) y 21 individuos homocigotos raros (C/C). Respecto a la frecuencia del alelo T, para el grupo
afectos fue de 0.45 y para el grupo control fue de 0.38, mientras que la frecuencia del alelo C en grupo afectos
fue de 0.55 y en el grupo control fue de 0.62. Al realizar el analisis de chi cuadrado para cada poblacion se
establecié que los dos grupos estan en equilibrio de Hardy-Weinberg y no existen diferencias significativas en
cada uno de ellos. En el grupo de individuos afectos del gen CST3 se encontré 42 individuos homocigotos
normales (G/G), 6 individuos heterocigotos (G/A) y 8 individuos homocigotos raros (A/A). Por otro lado, en el
grupo control se determind 48 individuos homocigotos normales (G/G), 3 individuos heterocigotos (G/A) y 4
individuos homocigotos raros (A/A). Respecto a la frecuencia del alelo G, para el grupo afectos fue de 0.8 y
para el grupo control fue de 0.9, mientras que la frecuencia del alelo A en grupo afectos fue de 0.2 y en el
grupo control fue de 0.1. Al realizar el analisis de chi cuadrado para cada poblacién se establecié que los dos
grupos no estan en equilibrio Hardy-Weinberg y existen diferencias significativas en cada uno de ellos. En
cambio, para el gen CTSD, en la poblacion de grupo afectos se encontré 20 individuos homocigotos normales

(C/C), 32 individuos heterocigotos (C/T) y 4 individuos homocigotos raros (T/T). Por otro lado, en el grupo

10



control se determiné 45 individuos homocigotos normales (C/C), 9 individuos heterocigotos (C/T) y 1 individuo
homocigoto raro (T/T). Respecto a la frecuencia del alelo C, para el grupo afectos fue de 0.64 y para el grupo
control fue de 0.9, mientras que la frecuencia del alelo T en grupo afectos fue de 0.36 y en el grupo control fue
de 0.1. Al realizar el andlisis de chi cuadrado para cada poblacion se establecié que los dos grupos estan en
equilibrio Hardy-Weinberg y no existen diferencias significativas en cada uno de ellos.

De igual manera se realizd una congruencia de datos de los dos grupos de cada polimorfismo, para
determinar la asociacion que tienen las variantes genéticas en cada gen y establecer su nivel de significancia. El
polimorfismo G73A del gen CST3 presenta un valor de X*de 51.27** (p<0.0001). Por su parte, MnSOD T9C
obtuvo un valor de X* de 0.57 con (p>0.45) y CTSD C224T mostro un valor de X* de 0.21 con (p>0.65), los cuales
no indican significancia pero indican una relevancia entre el grupo afecto con el grupo control mostrada en la
tabla 3.

Y por ultimo, mediante la prueba de Odds ratio, que se describe en la tabla 4, se logré determinar
qgue genotipo o alelo especifico genera un riesgo relativo en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer,
ademas se observan los resultados de los diferentes polimorfismos con sus riesgos relativos respectivos. Los
polimorfismos de MnSOD T9C y CST3 G73A no presentan un valor relevante de Odds ratio, sin embargo CTSD
C224T presenta un valor relevante para el heterocigoto C/T y para el grupo conformado por el heterocigoto y
homocigoto raro C/T + T/T, esto quiere decir que un individuo que presente el alelo T tendrd 8.1 veces mas

riesgo en desarrollar la enfermedad de Alzheimer que uno normal.
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DISCUSION

Mundialmente, el desorden neurodegenerativo, enfermedad de Alzheimer, cada vez tiene mayor
prevalencia en poblaciones ancianas, debido a que las personas viven mds tiempo y el envejecer se convierte
en un factor de riesgo mayor y las cifras de incidencia se incrementan cada vez mas®.

Esta enfermedad estd caracterizada por demencia, pérdida de memoria progresiva, acumulacién de
placas de amiloide y formacion de ovillos neurofibrilares en el encéfalo, principalmente en la corteza cerebral y
el hipocampo. La formacion de los ovillos neurofibrilares y las placas generan una pérdida neuronal progresiva
y la muerte se produce alrededor de los 7 a 10 afios desde el inicio de los sintomas de la enfermedad. Ademas,
se ha visto que la enfermedad de Alzheimer es un trastorno genéticamente heterogéneo ya que esta
enfermedad tiene un patrén de herencia multifactorial, depende de interacciones complejas entre varios
factores genéticos y ambientales®. La agregacion y acumulacién de la proteina beta-amiloide (AB) en el cerebro,
puede deberse a una mayor produccion neuronal de (AB), la disminucion de la actividad de las enzimas
degradantes de (AB) o alteraciones en los procesos de transporte que circula (AB) a través de la barrera sangre-
cerebro. Los oligdmeros (AB) afectan las funciones sindpticas, mientras que las placas amiloides fibrilares
desplazan y distorsionan los procesos neuronales. De igual manera estos oligdmeros interactian con las
membranas y receptores de la superficie celular, alterando las cascadas de transduccidn de sefiales, cambiando
las actividades neuronales y activando la liberacién de mediadores neurotdxicos por la microglia (células
inmunes residentes). Las proteinas Tau y a-sinucleina pueden auto-ensamblarse para formar oligdmeros de
patdgenos y asi formar grandes agregados intraneuronales, desplazando organelos vitales intracelulares®.

Asi, la superdxido dismutasa (SOD) es una importante enzima antioxidante que interviene en la
desintoxicacion de los radicales superdxidos™. El dafio de los radicales de oxigeno libres puede afectar a
neuronas a través de la via de peroxidacion lipidica del ADN mitocondrial, la cadena respiratoria y la proteina
de reticulacion de los neurofilamentos. De igual manera se ha encontrado relaciones del polimorfismo Ala-9Val
del gen SOD2 en desordenes neurodegenerativos; asi como del polimorfismo lle-58Thr, debido a que

desestabiliza la interface tetramérica de MnSOD y reduce su actividad enzimatica. Ademds de posibles
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relaciones con enfermedades neurodegenerativas, este estudio lo relacioné con neuropatia diabética en la
diabetes mellitus tipo 1, en el cual encontré Unicamente asociacién con el polimorfismo Ala-9Val con la
enfermedad. Estudios realizados en la enfermedad de Parkinson®” y en desordenes depresivos'®, muestran
posibles asociaciones con la variante Ala-9Val y ninguna asociacidon con lle-58Thr. Este polimorfismo se ha
encontrado menos del 1% en toda la poblacidn y en el estudio de desordenes depresivos no se observé en
ninguno de sus pacientes. En el presente trabajo, para lle-58Thr no se observo el genotipo homocigoto raro CC
en ninguno de los grupos en estudio, por lo cual no se realizé ningln analisis estadistico y este no presenta
ninguna relacién con la enfermedad de Alzheimer. El polimorfismo Ala-9Val tiene una frecuencia del alelo C
raro de 0.62 en la poblacién control mayor que en la poblacion afecta con 0.55, siguiendo el equilibrio Hardy-
Weinberg en los dos grupos; y al obtener los valores de OR se determind que esta variante no presenta
asociacion con la enfermedad de Alzheimer debido a que los resultados fueron no significativos.

Al realizar el anélisis del polimorfismo Ala-73Val del gen CST3 en un estudio de la poblacién italiana®,
no encontrd una asociacion significativa entre la variante y la enfermedad de Alzheimer, asi mismo no se
encontré diferencias estadisticas de las frecuencias alélicas en los dos grupos estudiados. En otros estudios se
ha observado que el gen CST3 que contiene este polimorfismo ha sido asociado con un elevado riesgo a la
susceptibilidad para la enfermedad de Alzheimer en poblaciones caucdsicas. Sin embargo, al igual que en el
estudio de poblacién italiana, los resultados no muestran incidencia con el desarrollo de la enfermedad en
Japon®, Alemania® y Holanda®. En este estudio se pudo observar que tanto en individuos afectos y controles,
existe una mayor frecuencia del genotipo normal GG. Al realizar e cdlculo de la frecuencia de Hardy-Weingberg
se establecid que estos grupos no se encontraban en equilibrio, esto puede deberse a que existen mas
genotipos normales que raros, por lo que se obtienen esos resultados. De igual manera, al analizar el riesgo de
esta variante se obtuvieron valores no significativos, quiere decir que este polimorfismo no posee un riesgo en
el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, por lo que concuerda con los resultados que presentaron en

otros estudios.
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En individuos que han fallecido por la enfermedad de Alzheimer se ha visto que poseen una gran
acumulacién de placas seniles, que estdn conformadas por la proteina B-amiloide. Genes como CTSD que
sintetiza la proteina catepsina D, la cual interviene en la sintesis de AB, depdsito y eliminacion. Esta proteina se
ha visto implicada en el proceso de degradaciéon de APP y la proteina TAU. Por esta razén puede ser que los
polimorfismos generados en CTSD intervengan en la acumulacién de la proteina TAU y ovillos neurofibrilares,
generando asi la enfermedad de Alzheimer™. En una publicacidn sobre demencia vascular, determinaron que
el polimorfismo del gen CTSD no tenia relacion con la enfermedad en la poblacidon Koreana, a diferencia de
otros estudios realizados en poblaciones alemanas (P = 0.009)*, britanicas (P < 0.001)** o americanas (P <
0.001)”’. En el 2006 se sugirid, que la variante polimérfica Ala-224Val del gen CTSD incrementa el riesgo
relativo en la enfermedad de Alzheimer'. En este estudio caso-control realizado en la poblacién ecuatoriana,
se establecid con el analisis de Hardy-Weinberg que los grupos se encontraban en equilibrio. De los datos
obtenidos el genotipo heterocigoto C/T es mas comun en la poblacion de individuos afectos que en controles.
Siguiendo el patrén de anélisis estadisticos, al determinar el riesgo relativo del genotipo heterocigoto C/T fue
altamente significativo, con un OR de 8 (IC = 3.2 - 19.8). Para el genotipo homocigoto raro T/T, se obtuvo
resultados significativos, con un OR de 9 (IC = 0.9 - 85.7) en los grupos analizados. El mismo analisis se realizé
conjuntamente con los genotipos heterocigoto C/T y homocigoto raro T/T, obteniendo un OR de 8.1 (IC=3.4 -
19.5) altamente significativo (p<0.0001); sugiriendo que personas que posean el alelo T tendran 8.1 veces mas
riesgo en desarrollar la enfermedad de Alzheimer que una normal. Por lo que esta variante polimérfica puede
desempenfiar un importante rol bioldgico en la patogenia de la enfermedad de Alzheimer.

Debido al impacto que tiene en la sociedad es muy importante la investigacidon que se realiza para
determinar la etiopatogenia, diagnostico y tratamiento de la EA. Estos resultados podran ser de gran ayuda
para futuras investigaciones y esta investigacion permitira obtener un mayor entendimiento de la genética de
la enfermedad de Alzheimer y las posibles interacciones entre los diferentes factores de la patogenia de la

enfermedad.
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Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos de los tres diferentes genotipos de cada polimorfismoy la

distribucion de los alelos de la poblacidon

Gen (polimorfismo) Genotipo  # de casos % en la poblacién Alelo %

G/G 90 81.08% G 85.14%
CST3 (G73A)° G/A 9 8.11% A 14.86%

A/A 12 10.81%

c/c 65 58.56% cC  77.03%
CTSD (C2247)° c/T 41 36.94% T 22.97%

/T 5 4.5%

/T 111 100% T 100%
MnSOD (T58C)° o ] ] c .

c/c : -

/T 21 18.92% T 41.44%
MnSOD (T9C)" c/T 50 45.06% C  5856%

c/c 40 36.02%
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Tabla 2. Analisis Hardy-Weinberg para los polimorfismos estudiados

Gen Poblacién Genotipo ' N'o.. De % Frecueln.ua Frecuencia Frec%u'anma HWE (P)
individuos Genotipica  esperada alélica
T/T 13 23.21 0.23 0.20 0.45
T/C 24 42.86 0.43 0.49 0.99 (0.32)
Afectos
c/C 19 33.93 0.34 0.31 0.55
MnSOD Total 56
T9C T/T 8 14.55 0.15 0.15 0.38
T/C 26 47.27 0.47 0.47 0.0001 (0.99)
Controles
c/C 21 38.18 0.38 0.38 0.62
Total 55
G/G 42 75.00 0.75 0.65 0.80
G/A 6 10.71 0.11 0.32 24.44
Afectos ' ' ) (0.00001)
A/A 14.29 0.14 0.04 0.20
Total 56
CST3 G73A
G/G 48 87.27 0.87 0.81 0.90
26.72
G/A 5.45 0.05 0.18
Controles (0.00001)
A/A 7.27 0.07 0.01 0.10
Total 55
c/C 20 35.71 0.36 0.41 0.64
C/T 32 57.14 0.57 0.46 3.35(0.07)
Afectos
T/T 4 7.14 0.07 0.13 0.36
CTSD Total 56
C224T1 c/C 45 81.82 0.82 0.81 0.90
C/T 9 16.36 0.16 0.18 0.45 (0.5)
Controles
T/T 1.82 0.02 0.01 0.10
Total 55




Tabla 3. Analisis de chi-cuadrado para los diferentes genes estudiados con sus respectivos polimorfismos.

Gen X2 o]

Genotipo TIT T/C C/C

MnSOD T9C Afectos 13 24 19 0.57" 0.45
Controles 8 26 21
Genotipo G/IG G/A A/A

CST3 G73A Afectos 42 6 8 51.27* 0.00001
Controles 48 3 4
Genotipo c/Cc CIT TIT

CTSD C224T  Afectos 20 32 4 0.21"° 0.65
Controles 45 9 1

Valores calculados con 1 grado de libertad, *: significativo, ™. no significativo
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Tabla 4. Analisis de Odds ratio para los tres polimorfismos

Controles

. o, a 0, b

Gen Genotipo Afectos N(%) N(%) OR 95% IC P

T/T 13 (23.2) 8(14.5) 1’

T/C 24 (42.9) 26 (47.3) 0.6 0.2-1.6 0.42"
MnSOD T9C

c/C 19 (33.9) 21(38.2) 0.6 0.2-1.6 0.42"°

T/C +C/C 43 (76.8) 47 (85.5) 0.6 0.2-1.5 0.36"°

G/G 42 (75.0) 48 (87.3) 1

G/A 6 (10.7) 3(5.5) 2.3 0.5-9.7 0.43"
CST3 G73A

A/A 8(14.3) 4(7.3) 2.3 0.6-8.1 0.32"

G/A +A/A 14 (25.0) 7(12.8) 2.3 0.8-6.2 0.16"

c/C 20(35.7) 45 (81.8) 1

c/T 32(57.1) 9 (16.4) 8.0 3.2-19.8 0.0001*
CTSD C224T

/T 4(7.1) 1(1.8) 9.0 0.9-85.7 0.025*

C/T+T/T 36 (64.2) 10 (18.2) 8.1 3.4-19.5 0.0001*

. o r: . NS . e . . b, . . N
*: significativo, : no significativo, *: odds ratio, ": intervalos de confianza, ": referencia
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Figura 1. Resultados de la secuenciacién capilar del polimorfismo /le-58Thr del gen MnSOD

Figural. Representacion del genotipo homocigoto normal TT de la variante polimdrfica en la secuencia de ADN.

Figura 2. Resultados de la secuenciacidn capilar del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD
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Figura 2. Representacién grafica de: a) genotipo normal T/T, b) genotipo heterocigoto T/Cy c) genotipo normal

C/C de la secuenciacion capilar de MnSOD (Ala-9Val).
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El software SeqScape, muestra de una manera mas rdpida la ubicacién del polimorfismo en andlisis, conjuntamente con la cadena madre del gen

Figura 3. Agrupamiento de muestras secuenciadas del polimorfismo Ala-9Val del gen MnSOD con la secuencia del gen en SeqScape.
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MnSOD ubicada en la parte superior. Se pueden realizar varios analisis al mismo tiempo y determinar asi el genotipo de cada muestra.
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Figura 4. Resultados de la restriccion con la enzima Eag/
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Figura 4. Resultados de la restriccion con la enzima Eagl. Revelacion en gel de agarosa al 4%, correspondiente
al gen CST3. El primer y ultimo pocillo corresponde a ladders de 100 y 50 pares de bases respectivamente. Las
bandas del segundo pocillo muestran ser del genotipo heterocigoto GA, del cuarto pocillo al genotipo

homocigoto raro AAy el séptimo pocillo al genotipo homocigoto normal GG.

Figura 5. Resultados de la restriccion con la enzima Acil
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Figura 5. Resultados de la restriccion con la enzima Acil. Revelacidn en gel de agarosa al 4%, correspondiente al
gen CTSD. El primer y ultimo pocillo corresponde a los marcadores de peso molecular de 100 y 50 pares de
bases respectivamente. Las bandas del séptimo pocillo muestran ser del genotipo heterocigoto CT, del onceavo

pocillo al genotipo homocigoto raro TT y el decimoquinto pocillo al genotipo homocigoto normal CC.
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